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(57) Abstract 


The invention concerns a process and an agent for de- 
tecting antibodies against Treponema pallidum. A selection 
of recombinant antigens is gene-amplified and cloned and 
these gene-amplified and cloned antigens are then expressed 
in host vector systems and then purified. The purified anti- 
gens are Chen bound individually or together to a solid phase 
and the antigens bound to the solid phase are then subjected 
to a reaction with a material investigated for antibodies. The 
antibodies bound by the antigen-antibody reaction are then 
established qualitatively and/or quantitatively from the in- 
vestigated material by means of a detection system. The 
detecting agent comprises the 17 kD antigen, the 47 kD 
antigen and TmpA. 

(57) rusammenfassung 

Ein Verfahren und ein Mittel zum Nachweis von An- 
tikdrpem gcgenTreponema pallidum werden vorgescblagen. 
Eine Auswahl von rekombinanten Antigenen wild genam- 
plifiziert und kloniert, anschliefiend werden diese genam- 
plifizieiten und klonierten A mi gene in Wirtsvektorsyste- 
men exprimtert und dann gereinigt, danach die gereinigten 
Amigene einzeln oder in Kombination an eine feste Phase 
gebunden, danach die an die feste Phase gebundenen Anti- 
gene einer Reaktion mit einem auf Arnikorper fain zu un- 
tersuchenden Material ausgesem. und danach werden die 
mitteb Antigen-Amftfiiperreaktion gebundenen AntikOrper 
aus dem zu untersuchenden Material mine Is eines Detek- 
tionssystems qualhativ und/oder quarmtativ festgcsteliL Das Mittel 
und TmpA. 
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BESCHREIBUNG 

Verfahren und Mittel zum Nachweis von Antikorpern 
gegen Treponema pallidum 

Die Erfindung betnfft ein Verfahren und ein Mittel zum Nachweis von Antikor- 
pern gegen Treponema pallidum. 

0 

Treponema pallium is, der Eneger der syphiiis. Eine Diagnoses,e.iung Br ,n- 
fekbonen mi, diesem KrankheUserreger is, nich, nur in Verdach,s,a„en wichbg- 
von groSer Bedeulung is, es. eine Syphiiis zum einen bei Schwangeren und' 
zum anderen bei Butspendem auszuscblie8en. ,n der Schwangerenvoreorge 
. *en, dies der Pr.ven.ion einer kenned sypbiiis. aiso der oLj£Z 
Syph*s au, das Neugeborene und dessen mogHcher Schadigung. L Bat 
spendem is, eine negabve SyphiNsserologie ein SpenderauswaNkrtenum 

Die Syphi,isdiagnos«k erfCg, in erster Unie serotogiseh. d.h. durch den Nach- 
was von AntH<6rpem gegen Treponema paWum undioder CaniioKpin. Berate 
14 Tage nacb infekton sind spezifische kjM- und spa.es.ens 4 Wocnen nach 
•Mekbon ,gG.A*,kon»r naehweisbar. Nur in der davodiegenden Zei, is, direct 
Erregemacbweis aus dem infizierten Gewebe des Pnmaraffek.es ein wei.eres 
entscherdendes diagnosbsches Kriterium. 

Eine Diagnoses,el,ung dumb kulfcrellen Nachweis. wie sons, ,ur vieie andere 
bakteneile Krankheiteerrcger ublich. is, nich, mag**, da eine m W^KuUur von 
Treponema pallium Wsher nich, geiungen is,, abgesehen von einer Passagie- 
njng au, Zelfkulturen (US-PS 5.264,360). 

Die Nachweisme,hoden for die serotogische Diagnose iassen sich nach der 
Nalur der nachgewlesenen Anbkdrper in drei Gruppen einteilen: 

1. NichbTreponemen-spezifische Teste. Au, dem Nachweis von AmikOrpem 
gegen Ca-dMpin basieren Tests wie der CardloBpin- Mikroflockungstes, (CMT). 
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der im englischsprachigen Raum ate Veneral Disease Laboratory ^, (VDRL- 
Test) bezeichne, wird. der "Rapid Plasma Reagin Test" (RPR-Test) und d,e 
Cardtollr^-Koorptementbindungsreaktion (CardMpin-KBR). Diese Tests werden 
3-5 Wochen nach Intektion bzw. elwa 7-10 Tage naoh Etscheinen des 

5 Prim&ratfektes positlv. Die SensiUvil&t bettagt 60 bis 87 % im Primarstadium und 
Kann 100 % bei Sekundarsyphilis erreichen. Die Sensitive, fail, iedoch im 
welteren Krenkheitevedauf. so daB bis zu 30 % der Spatstadien nich, mehr 
rea idi« smd. Bei quantitative, DurchfOhrung des VDRL-Tests 1st erne 
Titerabhangigkel, von der KrankheltsakSvltat zu verzeichnen. Nachte,! dreser 

no Tests tet der hohe Anteil von 0.3-0.9 % falsch positiven Testergebnissen be, 
untersuohung von Blutependerseren sowie das Vorkommen fatech negaliver 
Ergebnisse bei hochtttrigen Seren inlolge ProzonenphSnomens. das be. 
Sekundarsyphilis im VDRL-Test in 1 bis 2 % der Falls beobachtet wetden kann. 

15 2 Treponemen*pezifische Teste. Im Vertaut der SyphUis werden gegen 
' Endoflagelien von Treponema palatum An.ik6.per gebitdet. Aul G-und von 
Antigenverwandtsonanen reagieren diese Arrtikdrpe, auch mi, Endo»agellen 
anderer Treponemenspecies. Fur die Syphilisdiagnostik wurden deshalb auch 
Endollagellen von Treponema pnageoenls (Blow Refte.) als Andgen eingesem 
20 (Flage.lum.EUSA, R. V. W. Van EJjk e, at.. Gendoudn. Med. 62. 367-372 
(1988)). Beim Flageuum-EOSA stem der Grenzwert fur ein posWves Testergeb- 
„,s einen KompromiB bezOgdch Sensidvitat und Spezifltat dar. Damit smd 0.8 A. 
talsch posidve und 2,7 % falsch negative Testergebnisse zu verze,chnen. 

25 3 Treponema-pa«o^spezi.ische Tests. Diese Teste weisen Antikdrper nach. 
die mil Treponema pallidum Oder AnUgenprdparadonen aus dem Eneger re- 
agieren. Zu diesen Testsystemen gehoren der Treponema-padidum-Himagglu- 
tinadonstest (TPHA« der Fluoreszenz-rrepo^r^-pa/l/dum-AnUkdrper-Absorp- 
tlonstes, (FTA-ABS) und der Nelson-Tes, (Treponema pa^lmmobilisations- 

30 ,es, TPI) sowie EUSA-Systeme auf der Basis von Sonikatandgen. in der Dta- 
gnostik werden vorrangig TPHA und FTA-ABS eingesetzt. 
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Beim Nelson-Test wird mikroskopisch beurteilt, wie komplementaktivierende 
Antikorper im Patientenserum die Beweglichkeit von Treponema pallidum hem- 
men. Der Nelson-Test wird wegen des hohen Aufwandes fast nur noch zu wis* 
senschaftlichen Fragestellungen eingesetzt. 

5 

Beim TPHA werden Erythrozyten, an die Treponema pa///dum-Sonikatantigen 
gebunden ist, durch Antikorper aus Syphilispatientenseren agglutiniert. Der 
TPHA weist mit 0,07 % falsch positiven und 0,008 % falsch negativen Ergebnis- 
sen eine hohe Spezifitat und Sensitivitat auf, wobei die meisten falsch negativen 

10 Ergebnisse die Fruhphase der Syphilis betreffen. Der TPHA wird in der 4. 
Woche der Infektion positiv, zeigt bei Prim&rsyphilis eine Sensitivitat von 64% 
bis 87 % mit zunachst geringer Titerhohe (80 - 320), die beim Ubergang zur Se- 
kundarsyphilis auf uber 5000 bei einer Sensitivitat von 100 % ansteigen kann. 
Im weiteren Verlauf bleibt der TPHA positiv bei einer Tendenz zum Titerabfall im 

15 latenten Stadium. 

Beim FT A-ABS wird die Bindung von spezifischen Antikdrpem im Untersu- 
chungsserum an objekttrdgerfixierte Treponema pallidum uber einen fiuores- 
zenzmarkierten Sekundarantikorper in der indirekten Immunfluoreszenzmikro- 

20 skopie nachgewiesen. Die Sensitivitat des Nachweises betragt bei Primarsyphi- 
fis 86 % bis 100 %, erreicht bei Sekundarsyphilis 100 % und in den Spatstadien 
96 % bis 100 %. Die Sensitivitat fur alle Stadien Hegt verschiedenen Angaben 
zufoige zwischen 83 % und 95 %. Die Spezifitat ist mit 63 % bis 89 % (ohne 
"borderline'-Befunde) nicht sehr hoch. Isoliert FTA-positive Seren bei negattver 

25 ubriger Syphilisserologie sind z. B. durch Lyme-Borreliose bedingt. Der FTA- 
ABS wird als Bestatigungstest zur Absicherung positiver TPHA-Befunde durch- 
gefuhrt. 

Veldkamp und Visser (Brit. J. Vener. Dis. 51, 227-231 (1975)) beschrieben 
30 erstmalig einen EUSA (enzyme linked immunosorbent assay), bei dem 
Sonikatantigen von Treponema pallidum, das adsorptiv an Festphasen 
gebunden ist, mit spezifischen Antikorpem aus dem Untersuchungsmaterial 
reagiert. Der Nachweis der gebundenen Antikorper erfolgt durch Reaktion mit 
einem enzymmarkierten speziesspezifischen Sekundarantikorper gegen Immun- 
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globuline der Klasse IgG bzw. igM und nachfolgender enzymatischer Farb- 
reaktion. Auf diesem Prinzip beruht auch der kommerzielle indirekte En- 
zymimmuntest Captia Syphilis G (Mercia Diagnostics, Guildford. England). Fur 
diesen Test wurde eine Sensitivitat von 98.4 % und eine Spezifitat von 99.3 % 

5 ermittelt (Young et al.. J. Clin. Pathol. 45. 37-41. (1992). Genitourin. Med. 55. 
72-78 (1 989)). Beim Captia Syphilis M wird spezifisches IgM nachgewiesen, das 
berelts in der Fruhphase der Erkrankung gebildet wird (Sensitivitat bei Primar- 
syphilis 82 %). Da IgM-Antikorper nicht placentagangig sind, ist dieser Test be- 
deutsam fOr die Diagnostik der konnatalen Syphilis (Sensitivitat 100 %. 

10 Ijsselmuiden et al.. J. Clin. Microbiol. 27. 152-157. (1989)). Das Teslprinzip be- 
ruht auf einem festphasegebundenen Fangantikdrper fur IgM aus dem Untersu- 
chungsmaterial. wobei spezifische IgM-Antikorper anschlieBend mit Treponema 
pallidum-Arrtgen reagieren. Der Nachweis erfolgt uber einen enzymmarkierten 
monoklonalen Antikorper gegen Endoflagellen durch nachfolgende en- 

15 zymatische Farbreaktion. 

Bei dem Syphilis BioEnza Bead Assay (Organon Teknika Corp., USA) ist das 
Treponema pafflduro-Antigen adsorptiv an ferromagnetische Partikel gebunden. 
Die Bindung von Antikorpem aus dem Untersuchungsmaterial wird dann Ober 
20 enzymmarkierten Sekundarantikdrper und Farbreaktion nachgewiesen. Sensiti- 
vitat und Spezifitat werden fur diesen Test mit 93% und 98.6 % angegeben 
(Burdash et al.. J. Clin. Microbiol. 25. 808-81 1 . (1987)). 

Sonikatantigen, wie vorstehend erwahnt. wird durch mechanische Autarbeitung 
25 des Erregers mittels Ultraschall gewonnen. 

Die oben schon erwahnte mangelnde in wfra-Kultivierbarkeit von Treponema 
pallidum fuhrt naturlich da-u. daR diese Erreger nur sehr schwer zur Verfugung 
gestellt werden konnen. 

30 

Allgemein anerkannt ist derzeit eine zweistufige Diagnostik der Syphilis. In der 
ersten Stufe werden alle Seren mit einem Test untersucht (Screening). In der 
zweiten Stufe werden Seren mit positivem Befund mit einem anderen Test- 
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system untersucht (Bestatigungstest). Da die Pravalenz der Syphilis in vielen 
Landem gering ist (< 1%), reicht eine 99%ige Spezifitat des Screeningtests nicht 
zur Diagnosesicheaing aus. Ein positiver Vorhersagewert (predictive value) von 
uber 90 % wird erst mit einem Bestatigungstest, der auf andersartigem 
5 Nachweisprinzip beruht, erteicht. 

j 

Weit verbreitet ist die Anwendung von TPHA aliein Oder in Kombination mit 
VDRL-Test bzw. RPR-Test im Screening und die Prufung der positiv gefun- 
denen Seren im FTA-ABS als Bestatigungstest. 

10 

Als Therapiekontrolle ist die quantitative Durchfuhaing von VDRL-Test bzw. 
RPR-Test anerkannt, wobei ein Titerabfall urn mehr als vier Titerstufen ais 
Therapieerfolg gewertet wird. 

15 Bewertung der gegenwartigen Syphilisdiagnostik : Nicht-Treponemen-spezifi- 
sche Tests tiefem ca. 5 % falsch positive Resultate. Sie sind daher fur die sero- 
logische Diagnostik nur als erster Schritt geeignet und mussen bei positivem 
Ausfall im zweiten Schritt durch Treponema-paltidum-speTifistihe Tests ergSnzt 
werden. Da Nicht-Treponemen-spezifische Tests bei quantitativer Auswertung 

20 eine Korrelation zur Krankheitsaktivitat zeigen, konnen sie zur Erfolgskontrolle 
antibiotischer Therapie herangezogen werden. 

Falsch positive Testergebnisse bei den treponemenspezifischen Tests sind 
wegen Antigenverwandtschaft zu Treponemen moglich, die beim Menschen als 
25 Kommensaien in der Mundschleimhaut vorkommen. Auf Grund der mangel- 
haften Spezifitat und Sensitivitat konnten sich diese Testsysteme zur Diagnostik 
der Syphilis nicht durchsetzen. 

Die Treponema pa///cfu/n-spezifischen Tests basieren auf Antigenpraparationen 
30 von Treponema pallidum, wobei das verwendete Erregermaterial wegen der 
mangelnden in w/ro-Kultivierbarkeit von Treponema pallidum aus infizierten 
Kaninchenhoden gewonnen wird. Das ist mit Fragen des Tierschutzes belastet 
und nur in geringer Menge moglich. Der FTA-ABS und der Nelson-Test sind in 
der Durchfuhrung aufwendig und nicht zur Automatisierung geeignet. Da An- 
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tik6rper gegen nichtpathogene Treponemen auch bei Gesunden vorkommen 
und infolge Antigenverwandtschaft mit Treponema pa/Zidum-Sonikatantigen 
Kreuzreaktivitat zeigen, erfordert die Verwendung von Treponema pallidum- 
Vollantigen eine Serumabsorption mit Praparationen aus Treponema phage- 


denis. 


Die EUSA-Systeme auf der Basis von Treponema pallidum als Vollantigen er- 
fullen zwar die Qualitatskriterien in Bezug auf Sensitivitat und Spezifitat. s,nd 
aus Kostengrunden jedoch nicht geeignet. die weitverbreitete Zweistufen- 
10 diagnostik TPHA. VDRL-Test Oder RPR-Test in Kombination mit dem FTA-ABS 
abzuldsen. 

In der EP 0 391 330 B1 wird bereits festgestellt. dafl die auf dem Maikt befindli- 
chen Tests den Anforderungen an Screening-Tests nicht entsprechen, auch 
15 hinsichtlich des technischen Aufwandes und der Testbewertung. Dort wird vor- 
geschlagen, dem dadurch entgegenzuwirken. daB die Antigene an eine Fest- 
phase gebunden werden. und zwar entweder irreversibe. direkt Oder uber einen 
nicht immunchemisch bindenden Spacer. 

20 Aufgabe der Erf indung ist es demgegenOber, ein Verfahren und ein Mittel zum 
Nachweis von Antik6rpern gegen Treponema pallidum vorzuschJagen, die e.ne 
Verbesserung dieser Situation erlauben. 

Diese Aufgabe wird dutch ein Verfahren gei6st, bei dem eine Auswahl von re- 
25 kombinanten Antigenen genamplifiziert und kloniert wird. anschlieBend d.ese 
genamplifizierten und klonierten Antigene in Wirtsvektorsystemen exprimiert und 
dann gereinigt werden, danach die gereinigten Antigene einzeln Oder in Komb,- 
nation an eine feste Phase ge-.nden werden, danach die an die teste Phase 
gebundenen Antigene einer Reaktion mit einem auf Antikorper hin zu untersu- 
30 chenden Materia, ausgesetzt werden, und danach die mittels Antigen-Antikor- 
perreaktion gebundenen Antikorper aus dem zu untersuchenden Matenal m,ttels 
eines Detektionssystems qualitativ und/oder quantitativ festgestellt werden. 


WO 97/13151 


PCT7EP96/04249 


7 

Durch ein derartiges Verfahren entsteht erstmals ein hinsichtlich des techni- 
schen Aufwandes vertretbares Verfahren, das zugleich im Ergebnis ein erfor- 
derliches Hochstmafi an Sensitivitat und Spezifitat bei der Bestimmung von An- 
tikorpem gegen Treponema pallidum liefert. 

5 

Ein erfindungsgemaGes Mittel aus rekombinanten Antigenen zur DurchfGhrung 
eines Verfahrens zum Nachweis von AntikSrpern gegen Treponema pallidum 
besteht aus 17 kD-Antigen, 47 kD-Antigen und TmpA. 

10 Eine Kombination aus diesen drei Antigenen fuhrt zu einer hohen 
diagnostischen Sensivitat in der serologischen Syphilisdiagnostik. Sie ermoglicht 
den simultanen Nachweis der Antikorper gegen Antigene, gegen die in alien 
Stadien der Syphilis hohe Antikorperkonzentrationen zu finden sind. 

15 Bevorzugt ist bei bestimmten Anwendungsfallen die Hinzunahme bestimmter 
rekombinanter Antigene, und zwar entweder einzeln zu den drei vorgenannten 
oder auch in Gruppen von zwei Oder mehr zu den drei vorgenannten. Es handelt 
sich dabei urn BMP, das 34 kD - Antigen, TmpC und Tp4. 

20 Eine Hinzunahme dieser rekombinanten Antigene ist in bestimmten 
Anwendungsfallen bevorzugt, da durch zusatzfiche Erfassung von Antikorpern 
gegen Treponema-pallidum-speTifische Epitope dieser rekombinanten Antigene 
eine weitere Verbesserung der Sensitivitat des serologischen Syphilis- 
nachweises erreicht werden kann. 

25 

Zur Vermeidung von Spezifitatsverlusten ist die optionale Hinzunahme dieser 
rekombinanten Antigene an folgende Voraussetzungen gebunden: 

1 . Unspezifische Bindungen mussen minimiert werden. 

2. Kreuzreagierende Antikorper im Untersuchungsmaterial mussen entfemt 
30 oder neutralisiert werden, z.B. durch Absorption. 

Bei einer kombinierten Verwendung rekombinanter Antigene ist fur die jeweilige 
Ausfuhrungsform sicherzustellen, daB Antikorper gegen jedes einzelne Antigen 
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einen substantiellen Anteil am detektierten Signal (Exlinktionszunahme, 
Chemilumineszenz, Radioaktivitat. Fluoreszenz etc.) hervorrufen. 


5 Vorschlage zur Klonierung von Treponema pallidum-DNA anstelle der mangeln- 
den in vir/o-Kultivierbarkeit sind zwar schon gemacht worden, allerdings sind da- 
bei keine kommerzlell nutzbaren diagnostischen Systeme entstanden, die die 
Sensitivitat und Spezifitat der bisherigen Syphilisdiagnostik erreichen konnten. 
Bekannt sind daher lediglich Spekulationen aus der Literahir. jedoch keine Be- 

10 richte uber Verfahren zur Serodiagnostik der Syphilis unter Anwendung einer 
Kombination von rekombinanten Antigenen. 

Es stellte sich heraus. daG ein prinzipielles Problem der Serodiagnostik mit Ein- 
zelantigenen darin besteht, daB die Hohe der Antikdrperspiegel fur die einzel- 
15 nen Antigene sowohl vom Krankheitsstadium abh&ngt, als auch personenab- 
hangige, individuelle Unterschiede auftreten. Ein kombinierter Antik&rpemach- 
weis gegen mehrere diagnostisch relevante Antigene. also eine Auswahl der- 
selben, kann daher die Sensitivitat und Spezifitat der serologischen Diagnostik 
steigem. 


20 


In den Unteranspruchen sind weitere bevorzugte, erfindungsgemaBe Mittel an- 
gegeben. 


Ein weiterer entscheidender Faktor fur Testsysteme mit rekombinanten Proteinen ist 
25 deren Reinheit. Bei Veiwendung von rekombinanten Antigenen aus Expressions- 
systemen mit E. coli ist eine moglichst vollstandige Entfemung der Wirtsproteine er- 
forderiich, da sonst naturtiche Antikorper gegen dieses Darmbakterium im Test- 
system nachgewiesen werden. Die Heistellung der rekombinanten Proteine mit 
Klonierungsstrategie. Expression und Reinigung der verwendeten rekombinanten 
30 Proteine ist deshalb von erheblicher Bedeutung fur das jeweilige Testverf ahren. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren basiert auf der Reaktion von spezifischen 
Antikorpern aus insbesondere Korperflussigkeiten wie Serum, Plasma Oder 
Liquor mit rekombinanten Antigenen von Treponema pallidum, die an eine feste 


WO 97/13151 


PCT/EP96/04249 


9 


10 


Phase gebunden sind. Durch spezifische Antigen-Antikdrperreaktion gebundene 
Antikorper werden bevorzugt durch einen sekundaren markierten Antikorper 
nachgewiesen. Dabei sind radioaktive Markierungen. Markierungen mit Fluores- 
zenzfarbstoffen Oder Enzymen m6glich. Gemessen wird die gebundene Radio- 
aktivitat (Prinzip des Radioimmunassays). die Fluoreszenz (Fluoreszenzimmu- 
noassay), die Enzymaktivitat durch Substratfarbreaktion (colorimetrischer Immu- 
noassay) Oder Substratreaktion mit Chemilumineszenz (Chemilumineszenzim- 
munoassay). Exemplarisch vorgestellt werden Verfahren mit colorimetrischem 
und mit Chemilumineszenznachweis. 


Die Antigene weiden durch verschiedene Prinzipien an eine feste Phase gebun- 
den. Mdgliche Bindungsprinzipien sind die adsorptive Bindung, kovalente Bin- 
dung oder eine Bindung durch Reaktion mit einem bereits festphasegebunde- 
nen spezifischen Fangantikorper. Als Tragermaterial kdnnen Mikropartikel. Ku- 
15 geln, Stabchen, Rdhrchen und Mikrotestplatten oder porose Materialien verwen- 
det werden. Exemplarisch vorgestellt werden Testsysteme mit Mikrotestplatten. 
an die die Antigene adsorptiv gebunden wurden sowie ein Nachweisverfahren 
mit kovalenter Bindung der Antigene an paramagnetische Partikel. 

20 Die Verwendung dieser Verfahren erfolgt zusammen mit einer Auswahl von re- 
kombinanten Antigenen von Treponema pallidum. Die Gene fur das 17 kD-Anti- 
gen. fur das 47 kD-Antigen, TmpA, TmpC und BMP. das 34 kD-Antigen und 
Tp4 wurden aus Treponema-pallidum-ONA durch Polymerasekettenreaktion 
amplifiziert. in den Plasmidvektor pQE-30 inseriert und in E. coti Ml5(pREP4] 
transfonmiert. Das verwendete Wirts-Vektorsystem erlaubte eine induzierbare 
Expression der rekombinanten Proteine mit nachfolgender affinitatschromato- 
graphischer Reinigung der rekombinanten Proteine. die dann an die feste 
Phase gebunden wurden. 

30 Gegenstand der Erfindung ist weitertiin das Verfahren zur Auswahl der rekom- 
binanten Antigene mit Eignung fur die Serodiagnostik der Syphilis durch Pru- 
fung des Antikorpergehaltes in Patientenseren der verschiedenen Stadien und 
der kombinierte Nachweis von Antikorpem gegen ausgewahlte Antigene von 
Treponema pallidum. 


25 
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lm fcgenden werden bevorzugte Ausfuhrungsformen der Erf indung anhand der 
beigefiigten Figuren beschrieben. Es zeigen 

Fiaur 1 einen Westemimmunoblot mit dem Antigenprofil von Treponema 

pallidum; ' 

Piaur 2 ein Coomassie-gefarbtes Gel und einen Westemimmunoblot mit 
9 rekombinanten Antigenen; 


Figur 3 

Figur 4 
Figur 5 
Figur 6 
Figur 7 

Figur 8 


dunnung; 


10 


einen colorimetriscnen ELISA zur Abhangigkeit der optischen 
Dichte von der Serumverdunnung; 

einen Chemilumineszenz-ELISA zur Abhangigkeit der Chemi- 
lumineszenz von der Serumverdunnung; 

#-Ko m ii..minPSTenz-ELISA zur Ermittlung des Positiv/ 
Se^^rnrAS^vonderSerumvertOnnung; 

^i«n m Atri«;rhen ELISA und einen Chemilumineszenz- 

St^™ ^ 96960 Treponema 

pallidum in Patientenseren; und 

Anhand der Figu-en verden im .olgenden beispieihan Klonie-ung. Expression 
und Reinigung def Treponema paWdu-n-Antlgene ertautert. 

Fu, ausgewShite Aniens von Treponema pa«*um wu.de unter Ven^ndung 
soezieuer Ktonierungsprimer eine Genampliflkalion duroh die Polymeraseketten- 
Zl .PCB, an Treponema peBidum-OHA du.nge.0n. 0- 
PCR-Produk, wurde duron die Res, rtM ionsendonuk.easen und Sa. ge- 

sonnMen und na*.o,gend dure* L*a«on in den 

p,essions-P.asmidvek.or pQE-30 inserted. Danach w«d Ccc* M15lpREP4, 
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transformiert. Plasmidvektor und Wirt sind beschrieben in The QIA- 
expressionist", herausgegeben von der Qiagen Inc., Chatsworth, CA 91311, 
U.S.A, von der auch Vektor und Wirt erhaltlich sind. femer wird auf die EP 
0 282 042 B1 Bezug genommen. 

In den so erhaltenen Klonen laBt sich die Expression der rekombinanten Anti- 
gene gezielt induzieren. Eine affinitatschromatographische Reinigung wird durch 
das verwendete Expressionssystem ermoglicht und liefert die rekombinanten 
Antigene in ausreichender Reinheit fur diagnostische Tests. 


Es folgt eine Vorauswahl starker Immunogene von Treponema pallidum. Im 
Verlauf der Syphilis werden Antikorper gegen eine Vielzahl von Treponema 
pallidum-Proteinen gebildet (Noms, Microbiol. Rev. 52, 750-775 (1993)). Zur 
Idontifizierung starker Immunogene wird ein Westemimmunoblot durchgefuhrt. 
15 Dazu wird Vollantigen von Treponema pallidum in der Sodium Dodecylsulfat 
Polyacrylamide Gel Electrophoresis (SDS-PAGE) aufgetrennt und die Proteine 
auf Nitrozellulose uberfuhrt (Westemblot). 

Das Ergebnis zeigt Figur 1. Nach Inkubation mit einem Poolserum von Patien- 
20 ten mit Sekundarsyphilis (Bahn 1), mit einem Primarsyphilispatientenserum 
(Bahn 2) und einem Sekundarsyphilispatientenserum (Bahn 3) gefolgt von 
Inkubation mit einem Meerrettichperoxidase-konjugierten Antihumanglobulin 
wurden durch das ECL™ - Detektionssystem (Amersham) immunoreaktive Anti- 
gene sichtbar gemacht. Von oben nach unten zeigen die Hinweispfeile TpN60. 
25 TpN47 (47 kD-Antigen), TpN44,5 (TmpA), TpN39 (BMP), TpN37 (FlaA). 
TpN34.5 (FlaBI ), TpN33 (FlaB2), TpN29-35 (34 kD-Antigen), TpN17 (17 kD- 
Antigen) und TpN15 (15 kD-Antigen). Die vor den Klammem stehenden Be- 
zeichnungen sind dabei die entsprechend einer neueren von Norris (s.o.) einge- 
fuhrten Nomenklatur, die in den Klammem entsprechen der vorwiegend ange- 
30 wendeten. 

Dabei zeigten Patientenseren mit aufgetrenntem Treponema pallidum-VoU- 
antigen starke Reaktivitat mit Banden, die dem 15 kD-Antigen, dem 17kD- 
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Antigen dem 34 kD-Antigen. den Endoflagel.enantigenen (FlaB1 , FlaB2, FlaA). 
dem BMP. dem TmpA und dem 47kD-Antigen entsprechen. 

Wegen bekannter Antigenverwandtschart zu homologen Proteinen anderer Tre- 
lemenspecies werden Endof.agel.enantigene nicht ausgewahlt D,e ubngen 
Antigene werden kloniert und mit Ausnahme des 15 kD-Antigens exprirmert. 

Die Klonierung der Treponema pa///d^Antigene verlauft wie folgt: Treponema 
pallidum wird aus infizierten Kaninchenhoden gewonnen, und die genormsche 
DNA wird durch eine modifizierte Proteinase K/ SDS-Methode isoliert D,e 
G enamp.ifikation durch Po.ymerasekettenreak.ion (PGR) erfoigt ^ 
spezifischer Primer (Tabelle 1). so da6 Restriktionsendonukieaseschnmste.^ 
8amH. am 5-Ende. SaA am 3-Ende) den Einbau der PCR-Amp.Hikate ,n d* 
entsprechende Klonierungsstelie des Vektors pQE-30 ermoglichen. 

Tabelle 1 am Ende der Beschreibung zeigt die Kionierungsprimer fur die Gen. 
ampnLrung der Treponema pa/^m-Antigene. ,n der Tabelle sind ir Id. 
Schnittstelle der Restriktionsendonuklease wiedergegeben, kurs,v ,st d,e erste 
^ ^R Amp-itikat kodierte Aminosfcure dargeste,« (TGT und TO - 
Zylin, CAG ist Aianin und AAG ist Lysin); das Stopp-Codon «t unterstnchen 

markiert. 

Die PCR wird i" «nem Endvolumen von 100 m' durchgehihr, und enmat SO mM 
KC,.To mM Trts HC. PH 8.3. 1 « mM MgC.2. Desoxyc^nu,,^ «e 200 pM 
atp rTP TTP CTP ) ie 100 pmol Kionierungsprimer 1 und 2 (Tabelle i). 

' ZtL. ^ - - n 9 ™ NA m u 

ILer 7*»~ una , «- 

(Pharmacia). Der Ansatz wird mi. 100 „< 01 8^tsoh,ch.e. (M^era. Oa. S.GMAV 
L ReaLen warden im Thermocycter (Landgra,, durcnge^r, 

, ^enanmerung 60 s, 94 -C, Annexing 120 a. 50 -C. PCymensaUon ,20 s. 
72 J« G^fie der PCR-Produkte werden in de, AgarosegeUe.dropho.ese 

uberpruft. 
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Restriktion und Ligation von Vektoren und PCR-Produkten erfolgen nach Stan- 
dardprotokoll der Hersteller der Enzyme. Die In-Gel-Ligation wird nach dem Pro- 
tokoll des Herstellers der niedrigschmelzenden Agarose durchgefuhrt (Sea- 
plaque GTG, FMC). Beim Einsatz der Restriktionsendonukleasen, der alkali- 

5 schen Phosphatase und der T4 DNA-Ugase (Pharmacia) werden die Hinweise 

i 

des Herstellers berucksichtigt. Fur die Reinigung von DNA-Fragmenten wird das 
Glass Max System (Gibco BRL) verwendet. Der korrekte Einbau der PCR- 
Amplifikate wird durch Molekuiargewichtsbestimmung in der Agarosegelelek- 
trophorese und durch DNA-Teilsequenzierung bestatigt. 

10 

Es folgt die Expression der Treponema pallidum-Antigene. Durch die angewen- 
dete Kloniemngsstrategie unter Verwendung des Plasmidvektors pQE-30 wer- 
den Expressionssysteme fur rekombinante Treponema pallidum-Aniigene er- 
halten, die wie folgt charakterisiert sind: Auf ein Promotor-Operator-Element, 

15 das aus dem Promotor des Bakteriophagen T5, zwei /ac-Operatorsequenzen 
und etner synthetischen Ribosomen-Bindungsstelle besteht (Stuber et al.» in: 
Lefkovits / Pemis, Immunological Methods Volume IV, 121-152 (1990)), folgen 
Startcodon, Sequenzen fur 6 aufeinanderfolgende Histidinreste, ein Polylinker 
zur Insertion proteincodierender Sequenzen sowie ein vektorcodierter 

20 Transkriptionsterminator. Bei Verwendung des Expressionsvektors pQE-30 sind 
die rekombinanten Proteine durch eine N-terminale Hexahistidinsequenz mo- 
difiziert. Der Laktoserepressor zur Kontrolle der Genexpression wird auf dem 
Plasmid pREP4 codiert, das im Wirtsstamm M15 in mehreren Kopien vortiegt 
und uber seine Kanamycinresistenz selektiert wird. Als Induktor der Genexpres- 

25 sion dient das synthetische Lactosederivat IPTG. 

Figur 2 zeigt Expression und Immunoreaktivitat der Fusionsproteine 17 kD-Anti- 
gen, 47 kD-Antigen f BMP, TmpA, TmpC. Zur Expression der rekombinanten 
Antigene werden Bakterien des Stammes M15 mit den entsprechenden rekom- 
30 binanten Plasmiden angezuchtet und die Genexpression durch Zugabe von 2 
mM IPTG in der logarithmischen Wachstumsphase induziert. Nach dreistundiger 
Weiterinkubation werden die Zellen geemtet, die Fusionsproteine uber Ni-NTA- 
Sepharose isoliert und in der SDS-PAGE aufgetrennt. Fur alle Fusionsproteine 
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kann im Coomassie - gefarbten Gel (linke Bildhalfte) jeweils eine distinkte 
Proteinbande sichtbar gemacht werden. 

Der Westemblot (rechte Bildhalfte) zeigt bei den entsprechenden Klonen Im- 
munoreaktivitat der rekombinanten Proteine 17 kD-Antigen (Spalte 1). BMP 
(Spalte 2). 47 kD-Antigen (Spalte 3) und TmpA (Spalte 5). Fur das TmpC 
(Spalte 4) kann keine Immunoreaktivitat detektiert werden. 

Fur die konstruierten Expressionssysteme mit Ausnahme fur das 15 kD-Antigen 
wird bereits nach einer Stunde eine starke Genexpression nachgewiesen. Fur 
nachfolgende Reinigung werden Kulturen verwendet, die drei Stunden mit 2 mM 
IPTG induziert werden. Durch SDS-PAGE und Coomassie-Farbung wird das 
erwartete Molekulargewicht bestatigt und im Westemblot die Reaktivitat der 
rekombinanten Antigene mit Syphiiisserum nachgewiesen (Figur2). Fur das 
47 kD-Antigen, das 17 kD-Antigen, BMP und TmpA ist jeweils eine Bande 
deutlich erkennbar. Fur das 17 kD-Antigen ist eine weitere sehr schwache im- 
munoreaktive Bande mit einem Molekulargewicht von 35 kD sichtbar. die auf 
eine Dimerbildung zuruckzufuhren sein kdnnte. Das TmpC zeigt keine und das 
34 kD-Antigen nur eine schwache Immunoreaktivitat. 

Die sechs aufeinanderfolgenden Histidin-Aminosaurereste der rekombinanten 
Fusionsproteine gestatten eine Reinigung der Antigene nach dem Prinzip der 
immobilisierten Metall-Chelat-Affinitatschromatographie (Hochuli et al.. J. 
Chromatogr. 4_LL, 177-184 (1987)). Der verwendete Chelat-Ligand NTA 
(Nitrilotriacetic acid) hat vier Bindungsstellen, welche vier der sechs moglicnen 
Bindungen des komplexbildenden Nickelions besetzen. Der mit Metallionen 
beladene Chelat-Ligand (Ni-NTA, Hoffmann-La Roche) ist an Sepharose CL-6B 
immobilisiert. Die ubrigen zwei freien Bindungsstellen des Nickelions reagieren 
mit dem 6xHistidin-Affinitatsende am N-terminalen Ende des rekombinanten 
> Proteins. Die Elution der rekombinanten Proteine erfolgt durch Protonierung der 
Histidin-Aminosaurereste im sauren pH-Bereich (etwa bei pH 5.8) und Dis- 
soziation vom Ni-NTA-Uganden. Die Reinigung der rekombinanten Treponema 
pa/Z/o-um-Antigene wird nach dem Protokoll des Herstellers (QIAGEN, s.o.) aus 
dem Pellet von 500 ml induzierter Bakterienkultur unter denaturierenden Bedin- 
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gungen durchgefuhrt. Die Ausbeute liegt zwischen 5 bis 68 mg Protein / I indu- 
zierter Kultur. Die densitometrisch bestimmte Reinheit schwankt von 70 bis 
99%. 

5 Es wird im folgenden die Bindung von Treponema pallidum-Antigen an eine 
feste Phase und der Nachweis spezifischer Antikdrper anhand einiger Beispiele 
diskutiert. 

Beispiel 1: Adsorptive Bindung von rekombinantem Treponema pallidum-Anti- 
10 gen an Mikrotiterplatten und colorimetrischer Enzymimmuntest (col. El A) 

Mikrotiterplatten mittlerer Bindungskapazitat (F-Form, Greiner) wurden 18 Stun- 
den bei 4 °C mit 100 pi Antigen in 0,1 M Bicarbonatpuffer beladen (0.04 M 
Na 2 C0 3 , 0.06 M NaHC0 3 , pH 9.6). Die Antigenkonzentration betrug 1 pg/ml. Die 
15 beladenen Platten wurden dreimal mit 200 pi Waschpuffer (PBS, 0,05 % Tween 
20) gespult, urn nicht gebundenes Antigen zu entfernen. AnschlieBend wurde 
eine einstundige Blockierung der freien Bindungsstellen auf der Plastik- 
oberflache der Mikrotiterplatte mit 5%igem Magermilchpulver in Waschpuffer 
durchgefuhrt, der sich ein dreifacher Waschvorgang anschloB. Danach wurde 
20 bei Raumtemperatur eine zweistundige Inkubation mit 100 pi Patientenserum in 
Waschpuffer in verschiedenen Verdunnungen durchgefuhrt. Es folgten drei 
Waschschritte mit jeweils 200 pi Waschpuffer. Ein Anti-human-lgG-AP-Konjugat 
(y-kettenspezifisch) wurde nach Angaben des Herstellers (SIGMA) in Wasch- 
puffer verdunnt. Jeweils 100 pi Konjugat wurden in die Vertiefungen der Mikroti- 
25 terplatte gegeben und zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Nach dret- 
maligem Waschen wurden 200 pl des Enzymsubstrates p-Nitrophenylphosphat 
in 0,2 M Tris (p-NPP-Substrattablettenset. SIGMA) zugegeben und bei 
Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Nach 30 Minuten wurde die Reaktion 
durch Zugabe von 50 pl 3 N NaOH abgestoppt. Die Extinktion wurde gegen den 
30 Substrat-Blank bei einer Wellenlinge von 405 nm im Mikrotiterplattenpho- 
tometer Anthos gemessen. 
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Zur Testoptimierung wurden Schachbrettitrationen durchgefuhrt und als Stan- 
dardbedingungen eine Verdunnung des sekundaren Antikorpers von 1:4.000 
und des Untersuchungsserums von 1:400 ausgewahlt (Figuren 3 und 4). Bel 
hSheren Verdunnungen war eine Verringerung des Quotienten aus Extinktionen 
5 eines Sekundarsyphilispoolserums und einem Negativserum (P/N-Quotient) zu 
verzeichnen. Fur das 1 7 kD-Antigen, das 47 kD-Antigen und das TmpA wurden 
mit 17.1. 7.4 und 11.7 die hochsten P/N-Quotienten ermittelt. Deshalb wurden 
diese drei Antigene fur einen kombinierten ELISA ausgewahlt. 

1 0 Figur 4 zeigt als Abszisse die Serumverdunnung, als Ordinate OD bei 405 nm. 
Gezeigt ist die Abhangigkeit der Extinktionen im colorimetrischen ELISA von der 
Serumverdunnung nach separater Beladung der Mikrotiterplatten (mit jeweils 1 
pg/mi). Ein Negativpool verlauft als unterste Kurve und ist durch rechteckige 
Kastchen gekennzeichnet, daruber verlaufen die Kurven von (in dieser Reihen- 

1 5 f olge) 47 kD - Antigen. TmpA. 1 7 kD - Antigen sowie nach simultaner Beladung 
mit diesen drei rekombinaten Antigenen (jedes 1 pg/ml). 

Beispiel 2: Adsorptive Bindung von rekombinantem Treponema patlidun>Ar\\i- 
gen an Mikrotiterplatten und Chemilumineszenz-Enzymimmuntest (CL-EIA). 


20 


Auf der Basis des ELISA-Light Kit (Tropix Inc.. USA), dessen Detektionssystem 
auf der Chemilumineszenz bei enzymatischer Umsetzung von Dioxetanen (EP 
0 275 260 B1) beruht. wurde folgendes Protokoll entwickelt: 

25 Mikrotiterplatten (Mikrolite e . Dynatech USA) werden unter den In Beispiel 1 ge- 
nannten Bedingungen beladen (AntigenlSsung 1 pg/ml in Bicarbonatpuffer) und 
nach 18st0ndiger Inkubation bei 4 °C dreimal gewaschen. (PBS. 0.05 % Tween 
20). Nach einstundiger Blockierung (PBS. 0.5 % l-Block fTroplx Inc.]). 0.05 % 
Tween 20) wird viermal mit Waschpuffer gespult (0.2 % l-Block. 0.05 % Tween 

30 20 in PBS). Die nachfolgende Inkubation mit in Waschpuffer verdunnten 
Patientenseren erfolgt Ober einen Zeitraum von einer Stunde. Nach drei 
Waschschritten schlieBt sich eine einstundige Inkubation mit 1:2.500 in Wasch- 
puffer verdunntem Anti-human-lgG-AP-Konjugat ( r kettenspezifisch. SIGMA) an. 


WO 97/13151 

PCTVEP96/04249 

17 

Anschliel3end wird dreimal in Waschpuffer und zweimal in Assaypuffer (0,1 M 
Diethanolamin. 1mM MgCI 2l pH 10.0) gewaschen. Danach wild fur 10 Minuten 
mit 100 pi Verstarker/ Substrat inkubiert (Assaypuffer, 10 % Sapphire, 0,2 mM 
CSPD, (beides Tropix Inc.]). Die Chemilumineszenz wird nach 20 Minuten im 
5 Mikrotiterplattenluminometer Lucyl (Anthos) gemessen. 

i 

Zur Testoptimierung werden Schachbrettitrationen durchgefuhrt und als Stan- 
dardbedingungen eine Verdunnung des sekundaren Antikdrpers von 1:2.500 
und des Untersuchungsserums von 1:800 ausgewahlt. 

10 

Figur 5 zeigt die Abhangigkeit der Chemilumineszenzintensitat (in Counts per 
Sekunde, auf der Ordinate aufgetragen) von der Antikorperkonzentration (als 
Serumverdunnung auf der Abszisse aufgetragen) gegen die einzelnen Antigene 
und die Antigenkombination TmpA, 47 kD-Antigen und 17 kD-Antigen (gepruft 

15 an Verdunnungen des Sekundarsyphilispoolserums). Von oben nach unten 
zeigen die Kurven die Chemilumineszenz-EIA (CL-EIA) der genannten 
Antigenkombination, von 17 kD-Antigen, TmpA. BMP, 47 kD-Antigen, 34 kD- 
Antigen, TmpC und Tp4. Sie ist Ober 6 Titerstufen nahezu linear. Die entspre- 
chenden Kurven sind als Referenzkurven zur quantitativen Bestimmung von 

20 Antikorperkohzentrationen in unbekannten Untersuchungsproben sehr gut 
geeignet. Der groBe lineare Bereich zeigt die Uberiegenheit des Chemilumi- 
neszenz-EIAs fur quantitative Antikdrperbestimmungen gegenuber dem colo- 
rimetrischen Nachweis. 

25 Die Standardverdunnung von 1 :800 ist durch einen Pfeil gekennzeichnet. 

Figur 6 zeigt den PositivVNegativquotienten im Chemilumineszenz - EIA aufge- 
tragen auf der Ordinate uber der Serumverdunnung auf der Abszisse. Auch hier 
deutet der Pfeil die Standardverdunnung von 1:800 an. Die Reihenfolge der 
30 Kurven ist hier (von oben, gesehen bei 1 :800): 17 kD-Antigen - CL - EIA, TmpA. 
BMP, 47 kD-Antigen. Antigenkombination (wie vor), 34 kD-Antigen. TmpC. Tp4. 
Dieser Quotient ertaubt weitere Ruckschlusse fur den diagnostischen Einsatz 
der rekombinanten Proteine. 
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Die Chemilumineszenztests mit Tp4 und TmpC sind jedoch nicht zum Einsatz in 
der serologischen Syphilisdiagnostik geeignet, da die Antikdrperkonzentrationen 
gemessen an der Hone der Chemilumineszenz wie auch die P/N-Quotienten 

5 (1 ,5; 2,2) zu niedrig sind. Wegen des vergleichsweise niedrigen P/N-Quotienten 
von 6,7 ist das 34 kD-Antigen weniger zum diagnostischen Einsatz geeignet. 
Fur das 17 kD-Ag. TmpA, das 47 kD-Antigen und BMP wurden im entspre- 
chenden Chemilumineszenz-EIA die hochsten Chemilumineszenzwerte ge- 
messen. Die P/N-Quotienten lagen bei 94 fur das 17 kD-Ag , 35 fur das TmpA, 

10 1 1 fur das 47 kD-Ag und 14 fur BMP (Serumverdunnung 1 :800. Figur 6). 

Mit dem 17 kD CL-EIA, dem TmpA CL-EIA. dem 47 kD-Ag CL-EIA und dem 
BMP CL-EIA und im CL-EIA mit der Kombination aus 17 kD-Antigen, 47 kD - 
Antigen und TmpA werden Seren von Patienten der verschiedenen Syphilis- 
15 stadien untersucht Die Chemilumineszenzwerte werden dabei auf ein Viel- 
faches eines mitgefuhrten negativen Serumpools umgerechnet. Die Ergebnisse 
sind in Figur 7 dargestellt. Zur qualitativen Auswertung der Tests werden als 
Grenzwert die dreifache Standardabweichung vom Blutspendermittelwert (n=38) 
festgelegt. 

20 

Die Ergebnisse im Chemilumineszenz-EIA sind in Tabelle 2 am Ende der Be- 
schreibung zusammen mit den Ergebnissen im colorimetrischen Test den 
Ergebnissen im CMT, dem TPHA-Test und dem FTA-ABS-Test gegen- 
ubergestellt. Untersucht wurden Seren von Syphilispatienten mit Primarsyphilis 

25 (LI). Sekundarsyphilis (Ul), Tertiarsyphilis (Ull). Lues latens (LLa). Die 
Ergebnisse im colorimetrischen Test (coI.EIA) wurden in Extinktionseinheiten. 
fur den chemiluminometrischen Test (CL-EIA) in relativen Einheiten angegeben 
(als Vielfaches der Chemilumineszenz eines negativen Referenzserums). Seren 
unterhalb des definierten Grenzwertes (Mittelwert plus drei Standard- 

30 abweichungen von 37 bis 42 Blutspenderseren) sind markiert. Insgesamt ist 
eine Befundkorrelation in der Weise vorhanden, daB fur Seren mit niedrigem 
Titer in CMT, TPHA Oder FTA-ABS auch niedrige Antikofperkonzentrationen in 
den Enzymimmuntests nachgewiesen werden. Dies ist besonders deutlich fur 
Seren des latenten Syphilisstadiums. Im BMP CL-EIA liegen 8 von 18 Seren 
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unterhalb des Grenzwertes. darunter alle untersuchten Seren im latenten 
Stadium der Syphilis. Fur ein serologisches Syphilisscreening ist der isolierte 
Nachweis von Antikorpem gegen BMP nach den bisher voriiegenden Ergebnis- 
sen nicht geeignet. Die hier vorgestellten Erstbefunde iassen jedoch auf eine 
5 mogliche Korrelation der Antikdrperkonzentrationen zum Krankheitsstadium 
und/oder der Krankheitsaktivitat schlieBen. Sollte sich dies nach Untersuchung 
einer groBeren Anzahl von Syphilispatienten bestatigen. k6nnte ein AntikSrper- 
nachweis gegen BMP z. B. ais Therapiekontrolle diagnostisch verwertbar sein. 
Unter den 18 untersuchten Syphilisseren sind in den CL-EIAs mit dem 17 kD- 
10 Antigen und dem 47 kD-Antigen je zwei und mit TmpA drei Seren negativ. 
Davon ist ein Serum in alien drei Tests negativ, die anderen negativen Befunde 
in einem Test mit rekombinantem Antigen sind mit positiven Befunden fur die 
anderen rekombinanten Antigene verbunden. Oaraus laBt sich die 
SchluBfolgerung Ziehen. daS eine ausreichende diagnostische Sicherheit nur 
15 durch Antikorperbestimmung gegen mehrere rekombinante Antigene zu errei- 
chen 1st. 

Beispiel 3: Kovalente Bindung von rekombinantem Treponema pallidum- Antigen 
und Chemilumineszenz-Enzymimmuntest 

20 

Zur kovalenten Bindung von rekombinanten Treponema pailidum-Antigenen an 
eine teste Phase wurden superparamagnetische Polystyrol-Partikel (DYNA- 
BEADS M-280 Tosylactivated, DYNAL Norwegen) verwendet. Das Prinzip der 
kovalenten Bindung ist in den technischen Unterlagen ausreichend beschrieben. 

25 Weiterer wesentlicher Bestandteil dieses Verfahrens ist das Prinzip der 
Separation der Partikel von den jeweiligen ReaktionslSsungen durch ein 
Magnetfeld. Im voriiegenden Beispiel wurden Eppendorfrohrchen mit den 
Magnetpartikeln in Reaktionsl6sung zur Phasentrennung in einen Magnetsepa- 
rator gebracht. Dabei werden die superparamagnetischen Partikel durch das 

30 Magnetfeld eines Permanentmagneten an die Wandung gezogen und die 
Reaktionslosung kann durch Abpipettieren Oder Absaugen entfemt wertlen. 

Der Versuch wurde exemplarisch mit dem rekombinanten 17 kD-Antigen durch- 
gefuhrt. Die Partikel wurden im Magnetseparator vom Transportmedium ge- 


tSDOCIO: <WO_9713151A1.l_> 


WO 97/13151 


PCT/EP96/04249 


20 


trennt, zu 20 mg/ml resuspendiert, mit gleichem Volumen von rekombinantem 
Protein versetzt und 24 Stunden bei 37°C unter Schutteln inkubiert. Die Reak- 
tionsbedingungen bei der dabei erfolgenden Bindung des rekombinanten Pro- 
teins an die Partikel waren 10 mg/ml Partikel. 20 pg/ml rekombinantes Protein 
5 in 0,05 M Boratpuffer pH 9.5. AnschlieBend wurde mit Waschpuffer (PBS. 0,2 % 
l-Block, 0.05 % Tween 20) dreimal 10 min. einmal 30 min und einmal Ober Nacht 
gewaschen, wobei simultan freie Proteinbindungsstellen blockiert wurden. Die 
beladenen Partikel wurden bei 4 °C aulbewahrt und am Tag des Tests zweimal 
mit Waschpuffer gewaschen und fur die Versuchsansatze portioniert. FOr einen 
10 Test wurden 0,05 mg Partikel mit 100 pi Patientenserum in einer Verdunnung 
von 1:800 in Waschpuffer uber eine Stunde bei 37 °C inkubiert. Nach zwei- 
maligem Waschen wurde mit Sekundarantikdrper (1:2500 Anti-Human- 
Alkalische-Phosphatase-Konjugat. ykettenspezifisch, SIGMA) uber 1 Stunde 
inkubiert. AnschlieBend wurde zweimal in Waschpuffer und zweimal in 
15 Diethanolaminpuffer (0.1 M Diethanolamin. 1mM MgCI 2 . 0.02 NaN 3 , pH 10.0) 
gewaschen. Nach Resuspendieren der Partikel in 50 pi Diethanolaminpuffer 
wurden diese in Mikrotiterplatten uberfuhrt. die je Kavitat 50 pi Ver- 
starker/Substratlosung enthietten. (Endkonzentrationen in 100 pi: 10 % 
Sapphire. 0.2 mM CSPD. tbeides Tropbc Inc.]). Die unter Vermittlung der alkali- 
20 schen Phosphatase entstehende Chemilumineszenz bei der Umsetzung des 
Substrates wurde im Mikrotiterplattenluminometer Lucy1 # (Anthos) gemessen. 
Fur das rekombinante 17 kD-Antigen wurden in diesem System ein Poolserum 
von 73 Blutspendem mit einem Poolserum von Patienten mit Sekundarsyphilis 
verglichen. Bei einer Integrationszeit von 1 s je Chemilumineszenzmessung 
25 wurden als relative Counts fur das Syphilispoolserum 1 .481 .958.5 (1 0 min nach 
Reaktionsbeginn). 1.641.317,5 (nach 20 min) bzw. 1.746.169 (nach 30 min) 
sowie for das Blutspenderpoolserum 7.519.5 (nach 10 min). 9.929.5 (nach 20 
min) bzw. 1 1.629 (nach 30 min) ermittelt. Dies entspricht einem Positiv/ Negativ- 
Quotienten nach einer Substratinkubation von 10 min von 197. nach 20 min von 
165 und nach 30 min von 150. Aus diesen Werten ist ersichtlich, daB offenbar 
eine geringere unspezifische Bindung von Antikorpem an die feste Phase 
erfolgt. Dadurch ist die analytische Sensitivitat den unter Beispiel 1 und Beispiel 
2 vorgestellten Systemen ubertegen. 


30 
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Der simultane Einsatz rekombinanter Antigene in der serologischen Diagnostik 
verbessert also die M6glichkeiten. Bei der Serodiagnostik von Infektionskrank- 
heiten ist bei Nachweis verschiedener Antikorperspezifitaten gegen den Erreger 
5 prinzipiell eine Verbesserung der Sensitivitat gegenuber dem Nachweis von 
Antikorpem gegen ein einzelnes Antigen mdglich. Aus diesem Grund wird z. B. 
als Bestatigungstest bei der serologischen HIV-Diagnostik ein Westemimmuno- 
blot angewendet. Dabei reagieren Antikorper aus Untersuchungsmaterial mit 
Erregermaterial, dessen Antigene durch eine Elektrophorese aufgetrennt und 
10 auf eine teste Phase uberfuhrt wurden. Als sicher positiv gilt der Test, wenn 
mehrere erregerspezifische Banden reaktiv sind. Zwingend wird der Nachweis 
von verschiedenen Antikorperspezifitaten zur Diagnosestellung dann, wenn der 
Antik6rpernachweis gegen Einzelantigene nicht bei alien Kranken gelingt. 

15 Mit der vorliegenden Eifindung wird ein Mischantigen-EUSA vorgestelit, der bei 
zu geringer Reaktivitat des Serums gegen ein Oder mehrere Antigene durch 
Nachweis von Antikdrpem gegen die anderen Antigene einen positiven 
Testausfall ergibt Bei der Untersuchung von Syphilispatientenseren mit den 
rekombinanten Antigenen im colorimetrischen System (Beispiel 1), wie auch mit 
20 dem Chemilumineszenztest (Beispiel 2) zeigte es sich, daB einzelne Seren im 
Einzelantigen-EUSA negativ reagieren (Tabelle2). Ein Serum wies negative 
Testergebnisse in den Enzymimmuntests mit TmpA, BMP, 47 kD-Antigen und 
17 kD-Antigen sowohl im colorimetrischen Nachweissystem als auch im 
Chemilumineszenznachweis auf. Eine Erklarung gibt der Westemblot mit 
25 Treponema pa///cfc/m-Vollantigen, der nur fur Tp4 deutliche Reaktivitat zeigte. 
Stark positiv war fur dieses Serum auch ein Chemilumineszenz-ELISA mit 
rekombinantem Tp4. Da immunologische Kreuzreaktivitat des Tp4 zu Hsp60- 
Proteinen anderer Bakterienspezies bekannt ist. besitzt ein isolierter Anti- 
korpernachweis gegen Tp4 geringen diagnostischen Wert und konnte auch auf 
30 eine andere Infektion zuruckzufuhren sein. Die ubrigen Seren mit negativem 
Testergebnis in einem Einzelantigen-EUSA wiesen jedoch positive Tests mit 
den anderen getesteten rekombinanten Antigenen auf. Der Mischantigen-EUSA 
war in diesen Fallen positiv. Dies beweist die Uberlegenheit eines Mischantigen- 
EUSAs mit rekombinanten Antigenen gegenuber Einzelantigen-ELISAs fur 
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einen qualitativen Nachweis der Syphilisinfektion. Die kombinierte Anwendung 
rekombinanter Antigene zum Nachweis einer Syphilisinfektion stellt damit einen 
wesentlichen Bestandteil der vortiegenden Erfindung dar. 

5 im Einzelantigen-ELISA lagen die gemessenen Counts fOr hochpositive Seren 
auf etwa demselben Niveau (Figur8), so daO die simultane Beladung der 
Mikrotiterplatten mit den Antigenen mit gleichen Konzentrationen erfolgte. Bel 
einem Test zum simultanen Nachweis von Antikbrpem gegen mehrere 
rekombinante Antigene kommt es darauf an, da6 jedes einen meBbaren Anteil 
10 am Gesamtsignal hervorruft. Die Effizienz der Bindung der rekombinanten 
Antigene an die Festphase kann jedoch unterschiedlich sein. Bei der Antigen- 
Antikdrper-Reaktion mit mehreren Antigenen, die am gleichen Trager gebunden 
sind. konnten kompetitive Effekte ebenfalls eine Rolle spielen. Deshalb wurde 
ein Versuch durchgefuhrt. bei dem rekombinantes Antigen dem Patientenserum 
15 zugesetzt wurde. Dadurch reagieren die entsprechenden AntikOrper mit dem 
rekombinanten Antigen in L6sung und nicht mit dem festphasegebundenen. Die 
Effizienz dieser kompetitiven Hemmung wurde fur jede Antikbrperepezifitat im 
Einzelantigen-ELISA ermittelt und lag zwischen 91 und 99 %. Auf Grund dieses 
hohen Prozentsatzes konnte im Mischantigen-ELISA der gemessene 
20 Hemmeffekt naherungsweise zur Abschatzung des CL-Anteils fur die AK- 
Bindung am einzelnen Antigen dienen. Fur ein Poolserum von Patienten mit 
Sekundarsyphilis wurde so im Mischantigen-ELISA (Beladungskonzentration je 
1ug/ml) der Chemilumineszenzanteil durch Antikorper gegen das 17 kD-Antigen 
zu 52 %, TmpA-Antikbrper zu 43 % und Antikorper gegen das 47 kD-Antigen zu 
25 5 % naherungsweise ermittelt. Der Antikbrpemachweis gegen das 47 kD- 
Antigen erscheint unterreprasentiert. Da es sich bei dem 47 kD-Antigen urn ein 
spezifisches Antigen von Treponema pallidum mit starker Immunogenitat 
handelt, sollte der gewunschte Anteil am Gesamtsignal durch Verandecung der 
Konzentrationsverhaltnisse der rekombinanten Antigene beim Beladen 
30 verandert und wie beschrieben gepruft werden. 

Eine elegante Methode fur den simultanen Nachweis der Antikbrperspezifitaten 
stelft die Verwendung von Mikropartikein dar. Jedes einzelne rekombinante 
Antigen wird in separatem Ansatz an die Mikropartikel gebunden und im Test mit 
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Einzelantiseren die Chemilumineszenzwerte ermittelt. Mit den erhaltenen 
Werten laBt sich ein optimales Mischungsverhaltnis der Mikropartikel- 
praparationen ermitteln. so daB fur die groBtmfigliche Zahl der Syphilispatienten 
ein MeBergebnis uber dem Grenzwert erzielt wird. Wenn Mikropartikel separat 
5 mit Antigen beladen und erst nachtraglich gemischt werden, sind kompetitive 
Hemmeffekte sowohl bei der Antigenbindung an die Festphase als auch bei der 
Antigen-Antik6rperreaktion ausgeschlossen. Die Funktionsfahigkeit und 
Oberiegenheit dieses Verfahrensweges ist durch die im Beispiel 2. Beispiel 3 
und dem Mischantigen-ELISA (Mikrotiterplattenverfahren) hinreichend 
10 nachgewiesen. Das beschriebene Verfahren ist geeignet zur Bindung von 
Antigenen. Antigenbestandteilen oder auch von Peptiden mit ausgewahlten 
Antigendeterminanten an Mikropartikel, Bestimmung von deren diagnostischer 
Relevanz und deren kombinierter Einsatz fur einen qualitativen Test in der 
Serodiagnostik der Syphilis. Auch In der Diagnostik anderer 
Infektionskrankheiten ist dieses Verfahren durch entsprechende Evaluierung der 
diagnostisch relevanten Antigene des betreffenden Erregers moglich. 


15 


Das Verfahren. bei dem verschiedene rekombinante Antigene separat an Mikro- 
partikel als teste Phase gebunden in Testsystemen nach diagnostischen Krite- 
20 rien evaluiert werden. und bei dem dann diese Mikropartikel in einem optimalen 
Mischungsverhaltnis in einem qualitativen serologischen Test eingesetzt wer- 
den, ist von besonderem Vorteil. 


25 


30 


Die Erfindung betrifft ein immunchemisches Verfahren zum Nachweis und zur 
Bestimmung von Antikdrpem gegen Treponema pallidum in Blutserum und 
anderen Kdrperflussigkeiten. Das beschriebene Nachweisverfahren beruht auf 
dem quantitativen Nachweis von Antikdrpem gegen rekombinante Antigene von 
Treponema pallidum, wobei der Nachweis fur jedes einzelne Antigen oder deren 
Kombinationen gefuhrt wird. Das vorgestellte Verfahren erlaubt einen Vergleich 
der Pravalenz und der Titer von Antikorpem gegen jedes Treponema-pallidum- 
Antigen bei Syphilispatienten gegenuber nichtinfizierten Patienten. Daraus 
lassen sich Schlusse zur diagnostischen Relevanz des AnUkfirpemachweises 
gegen jedes untersuchte Antigen Ziehen. Antikdrpertiter fur jedes einzelne 
Antigen hangen vom Krankheitsstadium ab und weisen individuelle Unter- 


ISDOCID: <WO__071 3 1 51 A 1_|_> 


WO 97/13151 


PCT/EP96/04249 


24 

schiede auf. Es wird beschrieben, wie durch kombinierten Einsatz von mehreren 
rekombinanten Antigenen in einem Testverfahren eine verbesserte diagno- 
stische Sensitivitat und Spezifitat erreicht werden kann. Das Verfahren des ge- 
zielten kombinierten AntikSrpernachweises gegen ausgewahlte Antigene zur 
5 Serodiagnostik der Syphilis ist Bestandteil dieser Erfindung. Entsprechende 
Testsysteme werden beschrieben. Die Anwendung der beschriebenen Ver- 
fahren fuhrt zu einer neuen Generation von Testsystemen zum serologischen 
Nachweis von Syphilisinfektionen auf der Basis rekombinanter Antigene von 
Treponema pallidum. 
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PATENTANSPRUCHE 

1 . Verfahren zum Nachweis von Antikorpem gegen Treponema pallidum, 
5 bei dem eine Auswahl von rekombinanten Antigenen genamplifiziert und 
kloniert wird, 

anschlieBend diese genampfifizierten und klonierten Antigene in Wirtsvektor- 
systemen exprimiert und dann gereinigt werden, 

danach die gereinigten Antigene einzein Oder in Kombination an eine teste 
1 0 Phase gebunden werden, 

danach die an die feste Phase gebundenen Antigene einer Reaktion mit 
einem auf Antikorper hin zu untersuchenden Material ausgesetzt werden, 
und 

danach die mittels Antigen-Antikdrperreaktion gebundenen Antik6rper aus 
15 dem zu untersuchenden Material mittels eines Detektionssystems quali'ativ 
und/oder quantitativ festgestellt werden. 

2. Verfahren nach Anspruch 1 , 
dadurch gekennzeichnet, 

20 daB die Auswahl der rekombinanten Antigene zum Nachweisen von Antikor- 
pem gegen Treponema pallidum besteht aus 17 kD-Antigen, 47 kD-Antigen 
und TmpA. 

Verfahren nach Anspruch 2, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die Auswahl zusStzlich enthSIt TmpC und/oder BMP und/oder das 34 kD- 
Antigen und/oder Tp4. 

4. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspruche, 
30 dadurch gekennzeichnet, 

daB die codierende DNA fur die Auswahl der rekombinanten Antigene durch 
Polymerasekettenreaktion ampltfiziert wird. 


3. 

25 
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5. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die amplifizierte DNA in den Plasmidvektor pQE-30 inseriert und in E. 
coli M15[pREP4] exprimiert wild. 

5 I 

6. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspruche, 

dadurch gekennzeichnet, 

daB die rekombinanten Antigene affinitatschromatographisch gereinigt wer- 
den. 

10 

7. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspruche. 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die Bindung der rekombinanten, gereinigten Antigene an die teste Phase 
durch adsorptive Oder kovalente Bindung oder uber einen bereits festphase- 
15 gebundenen Liganden erfotgt 

8. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB das zu untersuchende Material K6rperfl0ssigkeit wie Blutserum oder 
20 Liquor oder Ascites oder Amnionflussigkeit ist. 

g. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspruche. 
dadurch gekennzeichnet, 

daB zum Nachweis der reagierenden AntikOrper sekundare markierte Anti- 
25 kdrper eingesetzt werden. 

lO.Verfahren nach Anspruch 9, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die sekundaren markierten Antikorper durch Fluoreszenzfarbstoff. 
30 Radioaktivitat und/oder Enzyme markiert werden. 
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1 1 .Verfahren nach Anspruch 10, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die Markierung des Sekundarantikorpers direkt Oder indirekt uber ge- 
bundene Liganden erfolgt. 

5 

i 

1 2. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspruche. 
dadurch gekennzeichnet, 

daB der Nachweis in dem Detektionssystem colorimetrisch und/oder durch 
Messung der auftretenden Chemilumineszenz und/oder durch Fluoreszenz- 
10 und/oder Radioaktivitatsmessung erfolgt. 

13. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB bei der Bindung der rekombinanten. gereinigten Antigene an die feste 
15 Phase mehrere rekombinante Antigene gleichzeitig an die feste Phase ge- 
bunden werden. 

14. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 12, 
dadurch gekennzeichnet, 

20 daB bei der Bindung der gereinigten rekombinanten Antigene an die feste 
Phase die Bindung jedes rekombinanten Antigens separat an einer festen 
Phase erfolgt und die unterschiedlich beladenen festen Phasen dann im Test 
gemeinsam eingesetzt werden. 

25 15.Mittel aus rekombinanten Antigenen zur DurchfOhrung eines Verfahrens zum 
Nachweis von Antikorpem gegen Treponema pallidum, bestehend aus 
17 kD-Antigen, 47 kD- Antigen und TmpA. 

16.Mittel nach Anspruch 15. zusatzlich aufweisend TmpC und/oder BMP 
30 und/oder das 34 kD-Antigen und/oder Tp4. 
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